

















































































and  there  is  a  risk  that  live  attenuated  vaccines  can  revert  to  their  virulent  form.    In  contrast, 
inactivated vaccines offer improved safety profiles but cannot provide effective long‐term protection 



















adjuvant properties being  identified by Allison and Gregoriadis  (1974)  [6].  In  these studies,  it was 





investigated  for  their  efficacy.  Yet,  liposomes  are  not  the  only  bilayer  vesicles  offering  adjuvant 
properties. Whilst phosphatidylcholines are generally the most common lipids employed, a wide range 
of lipids have been investigated to prepare vesicles such as niosomes (e.g. [7]) , virosomes (e.g. [8]) 


































the  liposomes  formed.  This  in  turn  influences  their  adjuvant  action;  it  is  recognised  that  cellular 
uptake, antigen processing and the presentation by antigen presenting cells are partially dictated by 
these  particle  characteristics  [11].  There  are  a  range  of  physico‐chemical  factors  that  should  be 
considered in the design of liposomes as adjuvants. For example, the choice of lipid used can impact 
on the fluidity of the liposomes bilayers. The location and degree of hydrocarbon chain saturation, in 
addition  to hydrocarbon chain  length, all affect  the strength of  the van de Waals  forces  that hold 
adjacent chains together within the bilayer. Hence longer chain length lipids tend to form rigid ordered 
bilayer structures whilst those with shorter tails will become fluid and disorganized. To consider the 
impact of bilayer  fluidity on  liposomal  adjuvant  activity, Maxumdar  and Ali  [12],  investigated  the 
protective  efficacy  of  liposome  encapsulated  Leishmania  Donovani  antigens.  They  tested  three 
different  liposomes  formulations  prepared  from  distearyol  derivative  of  l‐α‐phosphatidyl  choline 
(DSPC)  (with  a  liquid  crystalline  transition  temperature of 54oC), dipalmitoyl phosphatidyl  choline 
(DPPC) (transition temperature of 41oC) and dimyristoyl (DMPC) (Tc 23oC) for their ability to entrap 
Leishmania  donovani  membrane  antigens  and  to  potentiate  strong  antigen‐specific  antibody 




rigid  liposomes  prepared  using  dimethyldioctadecylammonium  (DDA)  bromide  lipid  promoted 









incorporated within  liposome  formulations  for  drug  delivery,  as  it  can  enhance  liposome  bilayer 
stability by inserting in the lipid bilayer and stabilise the system [14]. However, in terms of the impact 














cationic  liposomal adjuvants  is a controlling  factor for pharmacokinetics and biodistribution, which 
dictates the resulting immune response [24]. Differences in the draining of liposomes of different sizes 
was observed in vivo using small liposomes below 200 nm, medium sized vesicles between 500 – 600 








Early work  by  Gall  and  colleagues  identified  a  range  of  cationic  lipids  capable  of  disrupting  cell 
monolayers, causing haemolysis of sheep red blood cells and damage to tissue at the  injection site 
[25]. The lipids identified have long (> 12) carbon chain lengths and cationic in nature. In particular, 
lipids with  a quaternary  ammonium  head  group  showed  high  levels of  activity. Whilst  a  cationic 
surface charge can present  issues when administered  intravenously, due  to aggregation and  rapid 
clearance by the mononuclear phagocyte system, when administered via other routes this is less of a 
concern.  Indeed, when adopted within a  liposomal adjuvant  formulation, their cationic nature can 
promote sub‐unit antigen binding to the liposome surface and stimulate interaction with the anionic 
surface of APC and have been shown to promote strong adaptive immune responses [26] compared 
to  neutral  formulations  that  tend  to  promote  a  humoral  based  response  [27].  Furthermore,  the 












cationic moieties  [29, 30] and work by Shakweh et al  suggests  that negatively  charged or neutral 
particles in mice have a greater affinity for the Peyer’s patches than positively charged particles [31].  
    
Overall,  it  is clear that the physicochemical characteristics of  liposomal adjuvant, as summarised  in 
Figure 2, can modulate adjuvant efficacy. However, the  ideal parameters required for an optimised 
liposomal  adjuvant  are  yet  to  be  confirmed.  This  is  not  surprising  given  the  vast  array  of  lipid 







of  the different  stages  that occur  in  the development of a protective  innate  immune  response  is 
required.   An essential component of the  innate  immune system  is pattern recognition via pattern 
recognition receptors (PRR) [32].  Self/non‐self recognition is a central decision point in immunology.  
Why  do we  respond  to  some  antigens  and  not  others?    From  an  adjuvant/vaccine  development 





agents  were  foreign  and  exposed  patterns  are  evolutionarily  conserved  (so  called  pathogen‐
associated molecular patterns or PAMPs) and such PAMPs were proposed to be recognised by pattern 
recognition receptors (PRR).  The net result of this work is to highlight the importance of PRR ligation 








pathogens via PRR  ligation  to signal to activate  the DC that enables a strong  immune response to 
follow.  Crucially this will use the Toll‐like receptors and NOD‐like receptors type PRR.  Naturally it is 






















At  a  simple  level,  one  could  consider  that  the  necessary  steps  that  are  required  for  a  liposomal 
adjuvant to stimulate a protective immune response via activation of APC are: 
1. Attraction of APC: DC and macrophages are migratory cells that may be induced to migrate to 
given stimuli.   Liposomal preparations  that  incorporate chemoattractants may be of value.  
Naturally occurring vesicles shed from dying cells have been shown to attract macrophages 





2. Interaction  with  APC:  APC  constitutively  sample  their  environment  and  the  ability  of  a 
liposome to interact with an APC will be an essential pre‐requisite to subsequent steps.  The 
nature of the uptake may be  important too.   Liposomes that drive fusion with APC plasma 
membranes  (so called  fusogenic  liposomes) will deliver  their contents  to  the cytoplasm of 
APC,  an  event  that  is  likely  to  promote  involvement  of MHC  class  I  and  Tc  lymphocytes. 
However, liposomes that drive their own phagocytic uptake (e.g. via scavenger receptors or 
other  innate  immune  receptors)  will  promote  class  II  MHC  involvement  and,  via  cross 
presentation, class  I MHC.   Thus  targeting of  liposomes  to different uptake pathways may 
provide a mechanism for tailoring of immune responses. 
3. APC Activation/Maturation: the activation of otherwise quiescent APC is a key event in driving 





Therefore  to manipulate  liposomes  further  to  drive  their  interaction with  DC  and macrophages 
inclusion  of  components    which  are  immunomodulatory  to  the  innate  immune  system  can  be 
considered. Due to their versatile structure, it is easy to include various lipophilic components such as 
bacterial  derived  glycolipids  in  the  bilayered  membrane,  or  surface  bound  nucleotide  based 
molecules, both of which are known to stimulate the immune system. In particular, the use of in toll‐
like  receptors  and  their  natural  and  synthetic  agonists, many  of which  can  be  incorporated  into 
liposome design with  the  aim  to produce  immunostimulatory  antigen delivery  systems.  Similarly, 
there is the option of tagging liposomes with Ig to drive ligation with Fc receptors or sugars to drive 
interactions with lectin like molecules on APC.  Despite all the significant insight into the interaction 












that can then be  isolated  [65].  In many cases where pathogens have numerous antigenic sites the 
most preferred antigen for a safe and comprehensive immune response may be chosen and its gene 
sequence isolated. By amplifying and expressing this gene encoding antigen, purified samples of the 
selected  antigen  can  be  produced.  Importantly,  by  introducing  the  isolated  gene  into  the  host 
organism itself the genetic material can be taken up by the host cells and expressed in vivo. The cell 
can then use its own components and apparatus to synthesize the antigen [66]. A major benefit to this 





[68]. These vaccine  formulations also bypass the major  limiting  factor of attenuated vaccines  ‐ the 













With these nucleic‐acid based vaccines, how the genetic material  is  introduced  into the host  is an 
important factor for consideration. While free DNA is able to transfect cells and methodologies have 
been devised to facilitate  its uptake without a vector [72],  it has been shown that vector‐delivered 
















to be  considered  in  this  field;  among  them  antibody derived  vectors  [79],  viral  envelope derived 
vectors [80] and carbon nanotube carrier vectors [81]. Each approach will, with further investigation, 
present  its  own  array  of  advantages  and  disadvantages  surrounding  their  compositions,  delivery 




so that  it can  interact with, protect and deliver this material to targets as efficiently as possible.  In 
order to achieve this, a vector design system allowing for a high degree of customisation to allow for 





to occur  the  liposomes must  contain  a  component  that  is  cationic  to provide  a  charged bonding 
between  the  two  constituent  elements.  Cationic  liposomes  have  been  shown  to make  effective 
vectors [82] with several lipids capable of fulfilling the role of cationic component. However an issue 
with  cationic  liposomes  is  that of  toxicity.  Some  cationic  lipids have been  shown  to have greater 
immunogenic effects than others, such as DDA [83] and stearylamine [84]; many of the formulations 








advisable  to  include a  component  to  facilitate  this. Fusogenic  lipids  create membrane/membrane 
interactions that facilitate the incorporation of the liposome into the target cell. Choice of fusogenic 
lipid component  is shown to be  important, as DOPC has been observed to create these  interaction 
structures much less effectively than DOPE [87].  Thus formulations consisting of an effective cationic 
lipid and effective  fusogenic  limit exhibit  two of  the major desired  factors of a vector:  interaction 
potential with the loaded genetic material and an effective method of introducing the load to a target. 
With these main lipid components considered, additional components of other origins can be included 
to further optimise or specialise the  liposomal vector. PEG or PEGylated  lipids can be  incorporated, 
although it can be seen to act as a double‐edged sword. While by intending to shield the surface of 







animal models  such  as  the  lack  of  reliable  animal models,  biological differences  between  animal 
models, differences in animal species and difference in responses of animal strains within the same 













Dissecting the  interaction of  liposome adjuvants  in vitro with  important components of the  innate 















migration  or  through  the  use  of  higher‐throughput  transwell‐based  systems  using  automated 
screening (e.g. the Cell‐IQ system). Importantly the attraction of APC to sites of liposome injection will 
likely be crucial to the development of the depot effect that is highlighted as important to successful 
in  vivo  efficacy  of  preparations. Many  studies  have  shown migration  of  APC  (e.g. macrophages) 




is  shown  in  figure  3.  Our  unpublished  data  has  also  shown  differential  migrational  ability  of 






liposome  adjuvants will  be  followed  by  INTERACTION with  the  antigen/adjuvant  and  this  can  be 




approach,  we  have  shown  (figure  4)  that  liposome  modulation  by  the  addition  of  cholesterol 
(DDA:chol:TDB at 8:2:1 or 8:4:1 molar ratio) dramatically reduces interaction with MØ over time [92]. 

















depot  effect  correlates with  immune  response.  These  APC  associate with  liposomes  and  engulf, 










preparation.   An  in  vitro multiplex  screen  of  key  events  that  are  essential  for  effective  adjuvant 
function  in vivo  is required and a detailed  in vitro multiplex analysis of  liposome formulations with 







In  addition  to  effective  testing  of  these  systems,  in  the  translation  of  liposomal  adjuvants  from 
laboratory studies to market a key  rate‐limiting  factor has been the cost effective production of a 
stabilised  product.  As  with  liposomes  for  drug  delivery,  the  physicochemical  properties  of  the 
liposomes are critical to ensure efficacy and product quality and these physicochemical properties are 
influenced  by  the  manufacturing method  adopted.  Therefore,  it  is  vital  that  the  critical  quality 
attributes  and  the  critical  process  parameters  in  their manufacture  are  identified  for  the  target 
liposome product profile. Indeed, a particular issue related to the production of liposomal products is 









leaving a dried  lipid  film on  the bottom of a  flask  [96, 97]. Residues of  solvent are eliminated by 
flushing the dried lipid film under a stream of nitrogen. Subsequent hydration with an aqueous buffer 
together with agitation allows  for assembly of  the  lipid molecules  into  large multilamellar vesicles 
(MLV). The hydration is performed above the transition temperature of the lipids, in order to maintain 
the formation of the vesicles [96, 98]. Resulting MLV are usually highly polydisperse, varying  in size 
and  shape.  However,  the  obvious  limitation  of  this  method  for  industrial  high‐throughput 
manufacturing is scalability and controlling the resulting vesicle size which is dictated by the choice of 
lipids, the aqueous hydration step and the temperatures [96, 99]. To reduce and control vesicle size, 









the  fluid  followed  by  the  impact,  where  collision  of  the  particles  is  induced  (Figure  6A).  The 
turbulences and high shear forces triggers the size reduction of the MLV  into SUV [101], where the 
size of  resulting  liposomes  is dictated  by  the number of  cycles  and  pressures.  This  temperature‐
controlled method allows for reduction of the liposome size down to 50 nm in diameter. Scalability 







method,  the  formation of  SUV  is based on  a precipitation of  the  lipids, once  in  contact with  the 
aqueous media. The liposome size is controlled by defined injection rates [104] and resulting liposome 
sizes can be tightly regulated. Methods based on the controlled fluid handling have been developed 




are  common  practice  for  large  scale manufacturing  of  liposomes; mainly  due  to  their  scalability, 
flexibility and ease of application [102, 105]. In contrast to the mechanical “top‐down” methods, the 
fluid injection methods can be categorized as “bottom‐up” methods; as the precipitation leads to the 




for precise  control of  liposome  sizes and have been developed  to  circumvent  the  lack of process 
robustness and control in mentioned top‐down methods and aid the process development on a small‐
footprint  high‐throughput  device.  Microfluidics  generally  considers  fluid  volumes  handled  in  a 
constrained volume, allowing for precise control of mixing and flow rates and achieving a tight control 
of mixing rates, dominated by diffusion in a laminar flow profile. The rising demand of high‐throughput 







once  diluted  beyond  their  aqueous  solubility,  striving  the  formation  of  the  smallest  particle  size 











microscale  from  large‐scale  liposome  manufacturing  is  the  development  of  an  on‐chip  double 










6B). The volumetric  flow  rates dictate  the  sizes of  the  resulting hydrodynamically  focused  solvent 
stream,  where  solvent  dilutions  result  in  self‐assembly  of  the  liposomes.  The  width  of  the 
hydrodynamically  focused  lipid‐stream  is  proportional  to  the  flow  rates  applied  in  the  system. 
Liposomes manufactured with the hydrodynamic focusing method range between 50‐150 nm in size. 
The channel depth and aspect ratio has been shown to strongly influence the resulting velocity profile 
homogeneity  as  well  as  surface  effects  [112,  113,  115].  The  process  of  liposome  formation  is 







A  passive micromixer  based  on  chaotic  advection  [118]  has  also  been  applied  for  size‐controlled 
synthesis of  liposomes and  lipid nanoparticles  (Figure 6c).   Higher  flow  rate  ratios are  reported  to 
result in smaller liposome particles, driven by the overall lower amount of residual solvent present, 
reducing particle fusion (Ostwald ripening). Optimal flow rate ratios reported range around 3, with 
reduces  the dilution effect opposed  to higher  ratios employed  in  the  flow‐focusing method  [119]. 
Diffusional mixing is enhances by the herringbone structures on the channel wall, resulting in much 
quicker mixing profiles compared to the flow‐focusing technique. Here, the flow ratio of aqueous to 





has  been  shown  and  associated with  constant  vesicle  sizes  throughout  a  range  of  flow  rates  at 
constant  flow ratios  [115, 122]. The SHM method was shown to reproducibly manufacture SUV of 
controlled  sizes  at  flow  rates  higher  than  70 mL/min  by  parallelization  of  the mixers  (scale‐out). 
Overall, flow rates applied with the chaotic advection method are higher yielding a higher throughout. 
Furthermore, dilution is much higher in the flow focusing method with flow ratios ranging up to 60, 









the  critical  variables  in  a  process, with  the  overall  aim  of  applying  statistical  process  control  for 
achieving an enhanced product quality. A recent study  investigated the effect of  lipid chain  length, 
lipid  and  drug  concentration  on  the  drug  encapsulation  efficiency.  These  parameters  were 





lamellar vesicle structure [123]. Furthermore, a QbD study on  liposomes  investigated  initially eight 
variables  (lipid concentration, drug concentration, cholesterol concentration, buffer concentration, 








chemical  attributes.  This  is  useful when  the  characteristics  of  a  liposomal  vaccine  are  identified. 













effective, affordable and accessible  to  the global population.   Vaccine adjuvants play a key  role  in 
improving vaccine efficacy and  stability. Liposomes, due  to  their proven clinical  record as delivery 
systems and versatility, offer a strong adjuvant platform. Recent advances in manufacturing also make 
these a cost‐effective option. However to continue to develop these systems as adjuvants we need to 
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Figure  4:  Liposomes  modified  by  the  addition  of  cholesterol  show  reduced  interaction  with 
macrophages.    THP‐1  cell  derived  macrophages  were  incubated  with  fluorescent  (dilC)‐labelled 
liposomes  and  the  interaction  of  fluorescent  liposomes with macrophages was  assessed  by  flow 
cytometry. Data shown are the mean or Mean Fluorescence Intensity (MFI) versus % of cells positive 
for  fluorescence  from  three  independent  experiments.    Three  DDA:Cholesterol:TDB  liposome 
formulations were used  at molar  ratios of 8:0:1  (blue); 8:2:1  (green)  and 8:4:1  (red).   Results  for 
macrophages  alone  are  shown  in  black.    Addition  of  cholesterol  significantly  reduces  liposome 
interaction. 
 
Figure  5:  Liposomes  modified  by  the  addition  of  cholesterol  generate  reduced  antigen‐specific 















Principle Lipid  PAMP  PRR  Immune response  Reference 




CAF05 (DDA)  TDB / Poly I:C  Mincle / TLR3  CD4 and CD8 cross‐primed T cell response  [44]  








Tecemotide (Stimuvax) [L‐BLP25]  MPL  TLR4  Th1 and CD8 response to antigen  [48] 
Lipovaxin‐MM (Proprietary)  Fg115 / Lipokel (Proprietary)  TLR5 / TLR2  ‐‐‐  [49]  




DOTAP‐PIC  Poly I:C  TLR3  Tumour specific CTL, IFN gamma production  [52] 
DOPE / DOTAP  MP Lipid A  TLR4  bFGF‐associated metastasis inhibition  [53]  
  
PC / Cholesterol  BCG‐CWS  TLR2 /TLR4  Effective carcinoma targeting  [54]  
DPPC / Cholesterol  Poly I:C / Oligomannose  TLR3 / MBL  High specific IgG and IgA response  [55]  
RAFTsomes  MHCII complex microdomain  CD4  High specific IgG1 production  [56]  
PC / Cholesterol  Galactosyl‐DLPE  MGL  Specific Ab and IL 4/5/6 response  [57] 
DDA 
trehalose 6,6'‐diester 
analogues   Mincle  TDB‐Comparable T‐Cell responses  [58]  
Mannosylated ErbB2/HER2 peptide 
Liposomes  Pam3CAG / PAM2CGD  TLR 1/2/6  Effective CTL Anti‐tumour response  [59]  
PC / DC‐chol / pegDSPE / Protamine 
Oblimersen G3139 
oligonucleotide  TLR9  NK and DC driven anti‐tumour response  [60] 
DDAB / Cholesterol  Mannosylated Cholesterol  MBL  DC CD40 and CD80 upregulation  [61]  
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Cell uptake: APCs are 
capable of phagocytosing
a wide range of particle 
sizes, but particle size may 
influence presentation.
Biodistribution: Smaller 
particles (< 200 nm) may 
traffic more rapidly to 
draining lymphatics. 
Larger particles may be 
preferable for oral 
vaccines.
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Vesicle charge
A cationic charge can promote 
electrostatic  binding of antigens, co‐
delivery of antigen with adjuvants, 
cell update and depot effect. 
PEGylation can mask the cationic 
charge, block the formation of a 
depot and modify biodistribution.
Anionic phosphatidylserine is 
recognised by macrophages and 
may improve targeting. Neutral or 
negatively charged particles may 
have a greater affinity for the 
Peyer’s patches 
The rigidity of the bilayer is influenced by the transition temperature of the lipids used; lipid with long 
unsaturated tails, form more rigid bilayers and tend to induce stronger immune responses.
The addition of cholesterol can improve bilayer stability . 
The addition of bile salts can improve oral vaccine stability.
Multilamellar systems may offer 
enhance protection of antigens.
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